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Utilisatiion de derives de paullones pour la 
fabrication de aiedicamentis . 

L ' invention a pcur objec una ncuvelle ucilisaticr. 
en cherapeutiq*j:e de derives de paullones. 

Les paullones consricuenr une fair.ille apparcenanr 
aux benzazepinones . 

Le chef de file de cecte fa.-nille, appele 
paullone, repond a la for:nule suivance : 




Dans Journal of Medicinal Chemistry, 1999 , vol 42, 
n°15, pages 2509-2919, les auueurs, dont I'un est co- 
inventeur de la presence demands, rapportent les proprietes 
inhibitrices de kinases cyclines dependantes ICDKs en 
abrege) presencees par des paullones, et leur activite 
anti-cumorale in vitro. 

Les CDKS jouenc un role r:\ajeur notaininent dans la 
regulation du cycle cellulaire, en connrolant la 
transmission entre les etapes successives cu cycle 
cellulaire, Leur activice esc regulee par de mulciples 
mecanismes et nocamrnent par la liaison aux cyclines cu.i 
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varie duranc ie cycle celluiaire. La liaison a des 
inhibiceurs de CDKs entraine une desaccivatiion des CDKs . 

Des derives de paullone substiicues sur 
differences pcsicions, et en parciculier en position 5, se 
sont reveles, comme rapporte dans 1' article ci-dessus, 
fortemenc inhibiteurs de CDKl/-cycline 3.. Ainsi, la S - 
nitro-? , 12 -dihydroindolo [3 , 2-d] [i] -benzazepin- 6 (5H) -one , 
appelee alscerpaullone , presence une IC50 de 0,035 fj.^- et 
une activite ant i - tumoral e in vicro d'un ordre de grandeur 
super ieur a 1 (log IG50 moyenne du point du milieu du 
graphe = -6, 4M)' . 

Ces proprietes inhibitrices de CDKs, qui 
entralnent un arret du cycle celluiaire, conferent a ces 
derives de oaullones un interet pour le traitemenc de 
pathologies liees a la perte du controle de la 
proliferation comme les cancers, le psoriasis, les maladies 
cardio- vasculaires , les maladies inf ectieuses , la 
nephrologie, les maladies neurodegeneratives et les 
infections virales . 

De maniere - surprenante, les inventeurs ont a 
present mis en evidence c[ue certains de ces derives de 
paullones exergaient un effet inhibiteur sur une autre 
cible enzymatique, constitute par la glycogene synthase 
kinase-3P ou GSK-3P en abrege, ainsi cjue le cas echeant sur 
les CDKs, et notamment la CDK5/p25. 

La GSK-3p est un element essentiel de la voie de 
signaux WNT . Elle est implicjuee dans de multiples processus 
physiologiques : regulation du cycle celluiaire par controle 
de taux de cycline Dl ec de p-catenine, formation dorso- 
vencrale durant le developpement , action de 1 ' insuline sur 
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la synthese de glycogene, excroissance axonals, 
neurotoxicite de KIV-l a mediation par Tat, et autres , 

De plus, on sait que la GSK- 3(3 et la CDK5 sonc 
responsables pour une bonne part de 1 • hy-?erphosphorylation 
anorinale de la proteine cau liant les microtur>ules conune 
observe dans les filaments apparies en helice dans la 
maladie d' Alzheimer et aucres "taupathies" 

neurodegeneratives . 

On mesure egalement 1 ' interet de pouvoir disposer 
de derives inhibiteurs de I'activite de GSK- 3P pour 
favoriser la division cellulaire . 

Or, les seuls inhibiteurs de la GSK-3P divulgues 
a ce jour soht conscitues par le lithium et certains 

derives de purine. 

La selectivite du lithium n'a pas ete rapportee, 
mais etant donne la nature atomique du produit, il est 
vraisemblable qu'elle doit etre tres f aible . De plus, le 
lithium n'agit qu • a des doses considerstbles (ICso autour de 
10 miM) . 

XI en est de meme avec les derives de purine 
decrits dans la demande WO 98/16528, qui sont peu selectifs 
et dont les ICgo sont autour de 10 ^M. 

L' invention apporte une solution a ces problemes 
avec 1 ' utilisation, pour la fabrication de medicaments 
inhibiteurs de GSK-3p et le cas echeant de CDKs, de 
paullones de grande efficacite, presentant, vis-a-vis de 
GSK-3p, des IC50 inferieures a 10 /xM, et meme pour un bon 
nombre d'entre elles inferieures a 5 ^M, voire a 1 /iM. 
Certains de ces composes presentent meme des IC50 
inferieures a 50 mM et atceignanc pour certains des valeurs 
inferieures a 10 nM . 
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Conf ormement. a 1 ' invention, pour la fabrication 
desdics medicaments a effst inhibirsur nGcamment de GSK-3(3, 
on utilise des derives de oaullone repondant a la formule 
generale (I) : 




dans laqruellev 

- X represente un groupe C = O, C-S-CH3 C-S,-C-NHOH; 

- Z represente C ou N ; 

- Y represente, avec le cycle adjacent, un residu phenyle 
ou thiazolyle ; 

le ou les cycles constituant ces derives etant le cas 
echeant substitues par un ou plusieurs : atomes d'halogene, 
groupe s hydroxy, alkylenehydroxy , alcynealkylenehydroxy , 
alcynehydroxycyclohexyle , alJcyle , alkoxy , alkylenealkoxy , 
alkylenecyano, le groupe alkylene etant sature ou insature, 
ces radicaux etant a chaine droite ou ramifiee, en CI a 
CIS, ladite chaine etant le cas echeant substituee par un 
ou plusieurs groupes hydroxy ou cLTiino ; un ou plusieurs 
groupes trif luoromethyle ; -COM 

-COOM ; ou -CK-,COOM (avec iM representant un atome 
d'hydrogene, un groupe alkyle en CI a C13, a chaine droice 
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ou raxnifiee, substituee le cas echeant: par un ou plusieurs 
groupes hydroxy et/ou amino) ; nitroso; nitro ; ou cyano ; 

- represence atome d ' hydrogene ou un croupe 
alkyle en a C5, 

R"*^ rspresence un acorne d'hydrogene, ou un 
groupe -C-COj- (CH3) 3 , 

et les sel3 de ces derives physiologiquemenc accepta-bies . 

Dans une fa^Tiille preferee, Y represence, avec le 
cycle adjacent, un residu phenyie, et Z =C . Cetce famiiie 
repond a la formule generale (II) : 




(II) 



dans laoRielle, 

- X, R^ et R^' sont tels que definis ci-dessus, et 

- R^ a R**, R^ a R^^, identiques ou differents, 
represent ent un atome d*hydrogene, d'halogene (F, CI, Br, 
I) ^ un groupe hydroxy, alkyl ene hydroxy , 
alcynealkylenehydroxy, alcynehydroxycyclohexyle, alkyle, 
alkoxy, alkyl,enealkoxv', alkylenecyano, ces radicau:< etanc a 
chaine droite ou raxuifiee, en CI a C18, le groupe alkylene 
etant sacure ou insature, ladite chaine etant le cas 
echeant substituee par un ou plusieurs groupes hydroxy ou 
amino ; un groupe crif luorome thyle ; un groupe -COM; -COOM; 
ou -CH.COC'M, (avec M representant un atcme d'hydrogene, un 
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groupe alkyle en CI a CI 3, a chaine droice ou ramifiee, 
sabstitues le cas echeanc par nr. ou plusieurs groupes 
hydroxy et/ou aniino) ; un groupe nirroso; un groupe nitro ; 
ou un groupe cyano ; 

e-: les sels physioiogiqueruenc acceptablss ce ces 

derives . 

Dans une autre fa:nilie preferee, Y represence, 
avec le cycle adjacent, un residu chiazolyle et Z = C. 

Cette famille repond a la formule generale (III) : 




(III) 



dans laouelle les subsci tuancs presentent les 
significations donnees ci-dessus en rapport avec la formule 
(II) . 

Dans encore une autre famille, Y forme avec le 
cycle adjacent un groupe phenyle et 2 = N. Cette famille 
repond a la formule (IV) : 
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dans laquelle les substituants prSsentent les 
significations donnees en rapport avec la formule (II) . 

Un groupe de derives de paullones preferSs dans 
ces diffSrentes families correspond au cas ou X represente 
C = 0. 

Dans un autre groupe X represente C-S-CH3 ou C-S. 

Dans encore un autre groupe X represente -C-NHOH. 

De maniere generale, les derives de 1 ' invention 
presentent avantageusement une IC50 vis-a-vis de GSK-3P 
inferieure a 10 /xM et pour bon nombre d'entre eux a 1 ^M, 
des IC50 infer ieures a 10 0 nM et meme a 10 nM pouvant etre 
obtenues . 

Des paullones particulierexnent preferees de ces 
groupes appartiennent aux families de formule (II) ou de 
formule (III) avec choisi parmi -NOj, -CN,-C1, -Br, -CF3, 
alkyle en CI a C5, en particulier methyle, ou un atome 
d'hydrogene, R^, et/ou R^ choisis parmi alkoxy (en a C3 
pour le radical alkyle) et notamment methoxy, 
alkylenecyano, vinylalkoxy, ou propylene, les autres 
substituants etant de 1 ' hydrogene . 

L* invention' vise en particulier 1 ' utilisation 
pour la fabrication de medicaments selectivement 
inhibiteurs de GSK-3P, de CDKl et de CDK5, de derives de 
paullone de formule (II) dans laquelle X = CO, est 
choisi parmi -NO2, -CN, -Br, -CI, -CFj, H, et R^ et/ou R^ 
representent H, alkoxy en C^-Cg, notamment methoxy, 
alkylenecyano, notamiment methylenecyano, les autres 
substituants etant de 1* hydrogene. 

L» invention vise tout specialement 1 ' utilisation 
de paullones de formule (11) dans laquelle X =CO, 
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r' represente -NOj, -CN, -Br, -CI ou -CFj, les 
autres svibsticuants renresentant de I'hydrogene. 

L'invencion vise encore tout sp^cialement 
1 'ucilisation de paullor.es de forraule (ID dans laquelle 
5 X=CO, represente les significations ci-dessus et R" et 
repr^sentent tous deu:< un groupe alkoxy en Cj. a Cj, 
notanunent methoxy. ou R^ represente un groupe 
alkylenecyano, notaxnment ethylenecyano . 

L' invention vise Sgalement en particulier 

10 1 -utilisation pour la fabrication de medicaments 
selectivement ' inhibiteurs de GSK-3p, de paullones de 
formule generale (ID dans laquelle X = SCH, et r' est tel 
que defini ci-dessus et represente en particulier un atome 
d'halogene, notanunent de brome . 

15 Selon un autre mode de realisation de 

1' invention, on utilise pour la fabrication de medicaments 
inliibiteurs de GSK-3p, CDKl et CDK5, avec une selectivite 
plus grande vis-a-vis de GSK-3p et de CDKl, des derives de 
paullones de formule (III) dans laquelle r' est tel que 

20 dSfini ci-dessus dans ses significations prSferees, les 
autres substituants representant un atome d'hydrogSne. 

On notera que la 9-cyano-2, 3-dim6thoxypaullone est 
un produit nouveau et ^ ce titre entre dans le champ de 
^. 1' invention. 

L' invention permet done de disposer de 
medicaments ayant la selectivite requise pour une 

application donnee . 
30 Les medicaments cabriques conformement a 

1- invention en utilisant ces derives de paullones sont cout 
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specialement appropries pour le Craitement des pathologies 
dans lesqueiles la GSK-3B est impliquee . 

II en est ainsi nocamment en endocrinologie , par 
example, dans les diabetes, ou les inhibiteurs de GSK- 36 
sont utilisables comme insulino-nriimetiques . On rappelle que 
I'insuline agit par une cascade d'evenements biochimiques 
conduisant a une inhibition de la GSK- 3P et que cetce 
inhibition est responsable de la reponse des cellules a 
1 ' insuline , 

De meme, . ces medicaments presentent un grand 
interet pour le traitement de maladies neurodegeneratives, 
comme la maladie d' Alzheimer. L * hyperphosphorylation de la 
proteine tau provoquee par CDK5 et GSK-3P peut etre en effet 
inhibee par les derives de paullones. En administrant les- 
medicaments fabriques selon 1 ' invention, il est alors. 
possible, grace a leur effet inhibiteur a la fois de CDK5 et 
de GSK-3p, d'empecher 1 ' hyperphosphorylat ion de la proteine 
tau Chez les malades d'Alzheimer et de lutter contre la 
neurodegenerescence et 1 ' ischemie . 

Ces medicaonents trouvent egalement une 
application de grand interet pour le traitement de maladies 
maniaco-depressives . 

On citera en outre leur utilisation pour le 
traitement de cancers ou leur effet inhibiteur a la fois de 
GSK-3P et de CDKl/2/5, cjui se traduit par I'apoptose de la 
cellule tumorale, est avantageusement mis a profit. 

Ces medicaiments s'averent egalement efficaces 
pour le traitement de maladies -provoquees par des parasites 
unicellulaires comme la malaria, les trypanosomes , les 
leishmanias , les toxoplasmes. les Pneumocystis et autres, 
ou par des parasites pluricel lulaires , comjne les 
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champignons et les vers. Les genomes de ces parasites 
contiennent en effet des genes GSK-3 homologues, mais 
differentes de GSK-3 humain. 

lis sont egalement utilisables dans la sphere 
cardio-vasculaire pour traiter ou prevenir notamment, 
1 ' atherosclerose, la restenose ou 1 * angiogenese , en modifiant 
I'equilibre entre la proliferation et I'apoptose, et en 
controlant les taux de p-catenine. 

On les utilisera egalement avec avantage pour le 
traitement des maladies infect ieuses, comme par exemple le 
SIDA. 

Lors de 1 ' elaboration des medicaments, les 
principes actifs, utilises en quantites therapeutiquement 
efficaces, sont melanges avec les vehicules 

pharmaceutiquement acceptables pour le mode d ' administration 
choisi . 

Ainsi pour une administration par voie orale, les 
medicaments 5ont prepares sous forme de gelules, comprimes,- 
dragees, capsules, pilules, gouttes et analogues, De tels 
medicaments peuvent renfermer de 1 a 100 mg de principe actif 
par unite. 

Pour 1 ' administration par voie injectable 
(intraveineuse, sous-cutanee, intramusculaire) , les 

medicaments se presentent sous forme de solutions steriles ou 
sterilisables . II peut s'agir egalement de suspensions ou 
d' emulsions. Les doses par unite de prise peuvent varier de 1 
a 50 mg de principe actif. La posologie quotidienne est 
choisie de maniere a obtenir une concentration finale d'au 
plus 100 en derive de paullone dans le sang du patient 

traite. 

A titre d'indicatif, la posologie utilisable chez 
I'homme correspond' aux doses suivantes : ainsi on 

administre par exemple au patient en une . ou plusieurs prises 
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10 a 50 mg/jour pour le traitement de tumeurs ou de 
parasitoses . 

Afin d'illustrer 1* invention, sans toutefois en 
limiter sa portee, on rapporte dans les exemples qui suivent 
d'autres caracteristiques et avantages. 

Dans ces exemples, il serait fait reference aux 
figures 1 a 6, qui representent respectivement, 

- les figures lA et IB, I'activite inhibitrice vis- 
^-vis de CDKs, CDK1/CDK2, et de GSK-3 de 1 ' alsterpaullone 
(fig. lA) et de la kenpaullone (fig. IB) en fonction de la 
concentration de ces paullones, 

- la figure 2, les formules de paullones selon 
1 ' invention, 

- les figures 3A a 3C, les IC5., de paullones selon 
1' invention vis-a-vis de I'une des proteines kinases GSK3, 
CDKl/cycline B, ■CDK5/p25 en fonction de leurs IC50 vis-a-vis 
des 2 autres prot6ines kinases, 

- la figure 4, les courbes montrant 1' inhibition de . 
GSK-3p par 1 ' alsterpaullone pour competition avec I'ATP, 

la figure 5, I'effet inhibiteur de 
1 • alsterpaullone de la phophorylation de tau par GSK-3P in 
vitro et in vivo, et 

- la figure '6, 1' inhibition de la phosphorylation 
de DARPP-32 par CDKS sur Thr75 in vivo par 1 ' alsterpaullone . 

• Caracterisation des paullones 

Les analyses elementaires ont ete effectuees a 
I'aide d'un appareil d' analyse elementaire de CHN Perkin- 
Elmer 2400. Les spectres de RNN^H ont ete enregistres a 400 
MHz, de RMN-'^C a 100 MHz sur un appareil Bruker AMX 400, avec 
comme reference interne du tetramethylsilane . 

Les syntheses des composes du tableau 2 ont ete 

realisees selon les methodes decrites dans J. of Medicinal 

Chemistry indique plus haut. La synthese des 2- 

iodopaullone, 2-bromo-9-ni tropaullone, 2, 3 dimethoxy-9- 
nitropaullone, 9-cyano-2, 3, dimethoxy paullone, 7-bromo-5- 
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(4-nitrophenyihydrazc no) -4, 5-dihyciro-l-H-[l]benzazepin-2 (3H) - 
one, 7, S-dimethoxy-S- ( 4-uitrophenylhydrazono) -4, 5-dihydro-lH 
[l]benzazepin-2 (3H) -one, est decrite dans les exemples 1 a 6. 
• Tampons 

Les tampons utilises one les composicions suivantes : 
Tampon d ' homogene i sat ion : - 60 mM de P-glycerophosphate , 15 

mM de p-nitrophenylphosphate, 25 nuM de Mops (pK 7,2), 15 m^! 

d'EGTA, 15 mM de MgClj, 1 miM de DTT, 1 mM vajiadate de 

sodium, 1 mM de NaF, 1 mM de phenylphospha te , 10 /ig de 

leupeptine/ml , 10 ptg d • aprotinine/ml , 10 fig d'inhibiteur de 

trypsine de so j a/ml et 100 fiM de benzamidine . 

Tampon A : 10 mM de MgClj, 1 mM de EGTA, 1 mM de DTT, 2 5 mM 
de Tris-HCl pH 7,5, 5 0 ptg d ' heparine/ml . 

Tampon C : tampon d ' homogeneisation, mais renfermant 5 mM 
d'EGTA, et dSpourvu de NaF et d ' inhibiteurs de protease. 

Tris-tcimpon salin de Tween~2 0 (T3ST) 5 0 mM de Tris pH 
7,4, 150 mM de NaCl , 0,1% de Tween-2 0*'^. 

Tampon de lyse hypotonique (HL3) 50 mM de Tris-HCl ph 

7,4, 120 mM de NaCl, 10% de glycerol, 1% de Nonidet-P40, 5 

mM de DTT, 1 mM d'EGTA, 2 0 mM de NaF, 1 mM d ' orthovanadate , 

5 de microcystine, 100 /zg/ml de chacun des produits 

suivants : leupeptine, aprotinine, pepstatine. 

Preparations de kinases et determinations des 

act ivi tes 

Les activites des kinases ont ete determinees dans le 
tampon A ou C (a moins d ' indications contraires) , a 30°C, a 
une concentration finale en ATP de 15 uM. Les valeurs des 
essais a blanc ont ece soustraites et les activites 
calculees en . pmoles de phosphate incorpore pour une 
incubacipn de 10 min. Les valeurs des activices scnc 
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generalement exprimees en % de I'activice ma:<imale, c'esc- 
a-dire, en 1' absence d • inhibiceurs . 

Des essais cemoins ont ece realises a 1 ' aide de 
dilutions appropriees de Me2SO. Dans quelques cas, comme 
indique ci-apres, la phosphorylation des subscrats est 
determines par autoradiographie apr§s SDS-PAGE. 

La GSK-3P utilisee est soit 1 ' enzyme purifiee a 
partir du muscle de lapin ou exprimee et purifiee a partir 
de cellules d'insecte Sf9 (Hughes et al , 1992, Eur. J. 
Biochem,, 203 : 305,311). Les determinations ont ete 
effectuees avec une dilution a 1/100 dctns 1 mg de BSA/ml de 
DTT 10 mM, avec 5 ^1 de GS-1 40 pt^ comme substrat, dans le 
tampon A, en presence de 15 [y^"?] AT? (3000 Ci/moles ; 1 

mCi/ml) dans un volume final de 30 ^tl . Apres 30 minutes 
d* incubation a 30*^C, des aliquotes de 25 pel de surnageant 
ont ete appliqpjies sur des bandes de papier de 
phosphocellulose Whatman P81, de 2 , 5 x 3 cm, et 2 0 secondes 
plus tard, les filtres ont ete laves 5 fois (pendant au 
moins 5 min. a chaque fois), dans une solution de 10 ml 
d'acide phosphorique/1 d ' eau . Les filtres humides ont fait 
I'objet de comptage en presence de 1 ml de fluide de 
scintillation ACS (Amersham) , 

La CDKl/ eye line B utilisee a ete extraite a 
I'aide d'un tampon d * homogeneisation a partir d' ovocytes 
d'etoiles de mer (Ma.rtheLSt3rias gla^cialis) et purifiee par 
chromatographie d'affinite sur des billes de p9 * 
Sepharose a partir desqnaelles le produit a ete elue par du 
p^CKShsi comine decrit par Meijer et al , , 1997, 

(Methods in Enzymology, vol 233 : 113-128), et Borgne ec 
al., 1999, J. Biol. Chem. 274 : 11977-11986. 
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L * activite- kinase a ete determinee dans le tampon 
C, avec 1 mg d'histone Kl/ml, en presence de 15 fiM de [y^^P] 
AT? ((3000 Ci/mmol ; 1 cnCi/ml) dans un volume final de 30 
Ml. 

Apres 10 minures d • incubacion a 30°C, des 
aliguoces de 2 5 fil de surnageant ont ete deposes sur des 
papiers de phosphoceliulose P81 et traites comme decrit ci- 
dessus , 

La CDK5/p3 5 a ece reconsticuee en melangeant des 
cfuantites egales de CDK5 et de p3 5 de maminifere 
recombinantes , exprimees dans E.coli sous forme de proteine 
de fusion GST (Glutathione-S- transferase) et purifiees par 
chromatographie d * af finite sur glutathione-agarose . 
L'activite enzymatique du complexe a ete determinee dans le 
tampon C comme decrit pour CDKl/cycline B. 

. Phosphoirylat ion de tau in vitro et In vi^^o 

La phosphorylation de tau in vitro a §te 
effectuee en utilisant de la GSK-3P purifiee et la proteine 
tau-32 humaine recombinante en tant que substrat . Apres 30 
minutes d' incubation en presence de differentes 
concentrations d • als terpaullone , dans les conditions 
d'etude de la GSK-3(3 decrite ci-dessus, la reaction de la 
kinase a ete arretee par addition de tampon Laemmli . La 
proteine tau a ete resolue en SDS-PAGE a 10% et son taux de 
phosphorylation visualise par autoradiographic . 

Cellules et virus : on a cultive les cellules Sf9 
(InVitrogen, San Diego, CA) a 27«c dans un milieu de Grace 
de culture en monocouche (Gibco BRL, Gaithersburg , iXD) , 
supplemente avec 10% de serum bovin foetal et 50 de 
genuamycine/m.l et 2,5 MS d ' amphocericine/ml . BaculoGold a 
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gte obtenu aupres de PharMingen (San Diego, CA) , et pVL1392 
de InVitrogen. 

La cransfection de cau on a excise, a partir 
d'un vecteur d ' expression bacterien pN'G2 Oiertiac ec al , , 
1993, Neuron 11 .: 153-163) et le gene codanc pour htau23, 
l*isoforme tau humain le plus court:, avec Xbal ec BamKI . Le 
gene a ece insere dans le vecteur de transfert de 
baculoviiTLLS pVL1392 decoupe avec les memes endonucleases . 
Le systeme BaculoGold a ece utilise pour la construction du 
vecteur contenant le baculovirus tau. L ' ADN de BaculoGold 
est un type modifie de baculovirus contenant une deletion 
lethale. 

La CO- transf ection de I'ADN de BaculoGold avec un 
vecteur de trans fert de baculovirus complement permet de 
recuperer la deletion lethale de cet ADN viral et de 
reconstituer des particules de virus viables portant la 
sequence codant pour htau2 3 . 

L*ADN plasmidicfue utilise pour les transf ections 
a ete purifie en utilisant des cartouches de QIAGEN 
(Hilden, Allemagne) . 

Les cellules Sf9 cultivees en monocouches (2x10^ 
cellules dans un recipient de culture cellulaire de 60 mm) 
ont ete co- transf ectees avec de I'ADN de baculovirus (0,5 
/zg d'ADN de BaculoGold) et avec les derives de pVL1392 (2 
/xg) en utilisant la methode de co-precipitation au 
phosphate de calcium. La presence de proteine recombinante 
a ete examinee dans les cellules infectees 5 jours apres 
1' infection par SDS-PAGS et Western blot. 
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Traicement de cellules Sf9 avec des inhibiteurs 

de kinases 

Pour determiner les effats des inhibiteurs de 
1 ' aminopurvalanol et 1 ' alsterpauilone sur la 

5 phosphorylation de cau, les cellules Sf9 infectees par le 
baculovirus exprimant hcau2 3 ont ete traicSes 3 6 heures 
apres 1' infection, (lorsque les cellules ont dSja exprime 
des niveaux de tau suffisants pour le developpement des 
processus cellulaires) avec 20 fiH d • inhibiteurs pendant 3 
10 heures avant d'.ecre recueillies . 

Western blot de tau : 

Les cellules Sf9 ont ete infectees avec un virus 
recombinant k une MOI de 1 S 5 . 

Les lysats cellulaires ont ete prepares dans le 
15 tampon de lyse hypotonique (HLB) . 

Apres 15 minutes de centrif ugation a 16000 g, le 
surnageant a ete recupgre et sa concentration en NaCl 
augmentee jusqu'a 500 mM . Le surnageant a ete ensuite 
soumis a ebullition pendant 10 min . et recentrifuge a 16000 
20 g pendant 15 min. Les proteines (3 ^g) ont ete resolues par 
SDS-PAGE, transferees sur une membrane de PVDF et etudiees 
avec un Western blot avec les anticorps suivants : AT- 8 (1: 
2000), AT-180 (1:1000), AT-100 (1:500), PHF-1 (1:600) et 

1 -anticorps polyclonal anti-tau K9JA. L ' immunocoloration a 
25 §te visualis^e en utilisant un systeme de 
chimioluminescence ECL (Amersham, Braunschweig, Allemagne) . 
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. lahibition in slcu de CDK5 dans le striatum 
On prepare des coupes striatalles de cer-veau de 
sour is adult e selon la methodologie standard. En suivant 
I'eouilibre dans un tampon de bicarbonate de Krebs o:o/gene 
avec une aeration continue ( 95%02/5%C02) , on traite ies 
couoes avec differentes concentrations d ' als terpaullone , ou 
avec iO/xm de roscovitine pendant 50 min . ; ou on les laisse 
dans le tampon de bicarbonate de Krebs pendant la meme 
duree . Les coupes homogeneisees par sonication dans 1% de 
SDS a ebullition et 50mM de NaF. On determine les 
concentrations en proteines par la mechode 3CA en utilisant 
une courbe standard de BSA. Des quantites ggales de 
proteines (80 /zg) sont soumises a une SDS-PAGS en utilisant 
un gel a 15% d ' acrylamide , cransfere par electropborese sur 
une membrane de nitrocellulose et soumis a un immunoblot 
avec un anticorps tie phosphorylation specifique qui detecte 
select ivement DARPP-32 phosphoryle sur Thr75 . 

Bx^^ple 1 : 2 -IodQ~7 , 12 -dihydro-indolo [1] 
benzazepine- g (5H) -one ( 2 - iodopaullone) 




Une bouillie de phenylhydrazine (162 mg, 1,5 mmol) et de 7- 
iodo-li/-[l] benzazepine-2, 5 Off, 4H) -dione (301 mg, 1 mmol) 
dans de I'acide acetique glacial (10 mL) est soumise a 
agitation pendant- 1 h a 70°C. On ajoute de I'acide 
sulfurique concentre (0,1 n?JL) et on continue I'agitation 
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1 h a VCC. Apres ref roidissement a. la cemperature 
ambiante, le melange esC verse dans une solution aqueuse 
d' acetate de sodium a 5%. Le precipite est elimine par 
filtration, lave avec da 1 ' eau et cristallise a partir 
d'gthanol. On obtient 57% de cristaux beige, ?? SOB^C 
(dec.) ; ir (Kbr) : 3270 .(NH) , 1S40 (C=0) ; "H-RMN (DMSO- 
dj, 400 MHz) : 5 (ppm) = 3,52 (s, 2H, CH,), 7,04-7,10 (3. 
2H) , 7,19 ("t", 7,6 Kz, IH) , 7,43 (d, 8,2 Hz, 1 H) , 7,66- 
7,69 (m, 2K) , 8,07 (d, 1 , 5 Hz , IH) , i0,17 (s, IH , lactame 
NH) , 11,66 <s, IH, indole NH) ,- C.sK-.INjO (374,18) ; Calc . 
C 51,4, K 3,0. N 7,5 ; trouvS C 51,0, H 3,3, N 7,2. 

Bx^inple 2 ; 2 -Sromo-? , 12 -dihydro- 9 -ni tro - indolo [3,2-d] Cl] 
benzazeoine-S (5H) -one (2 -bromo-9 -nitropaullone) 




La 7-Bromo-5- (4 -nitrophenylhydrazono) -4 , 5 -dihydro -1.^- [1] 
benzazepine-2 (3H) -one (389 mg, 1 mmol) est mise a reflux 
dans du diphenyl- ether (20 mL) pendant 2 h sous azote. 
Aprds ref roidissement a temperature ambiante, on ajoute de 
I'hexane (50 mL) . Le precipite est filtre, lave avec de 
I'hexane et cristallise a partir d ' ethanol/ toluene . On 
obtient des cristaux jaune fonce (35%) , ?F > 330°C ; ir 
(KBr) : 3310 (NH) , 1670 (C=0) ; 'h-R-MN (DM30-d^. 400 MHz) : 
5 (ppm) = 3,69(s, 2K, CKj , 7,23 (d, IH, 8,6 Hz), 7,59-7,64 
(m, 2H) , 7,95(d, IH, 2,0 Hz), 8.09 (dd, IH, 9,1/2.0 Hz), 
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8,77 (d, IH, 1,5 Hz), 10,32 (s, IH, lactame NH) , 12,46 (s, 
IK, indole NH) ; Cigh^oBrNaO^ (372,19) ; Calc . C 51,6, H 2,7, 
N 11,2 , 3r 21,3 ; trouve C 51,5, H 3,0, N 10,8, 3r 21,3. 

Bx^TTiple 3 : 2,3 ime thoxy- 7 / 12 -dihydro - 9 -ni tro - indolo [3,2- 

d] [IJ beiizazepine-6 (SH) -one (2,3- dime tlioxy - S ■ 

ni tropaullone) 



iO 




NO, 



15 

La 7, a-Diinetho:c/-5- ( 4 -nitrophenylhdyrazono) -4 , 5-dilhydro-l 
H- [1] ben2azepine-2 (3f/) -one (370 mg, 1 mmol) esc mise a 
refluK dans du diphenyl- ether (20 raL) pendant 2 h sous 
azote. Aores ref roidissemenc a temperature auTibiante, on 

20 ajoute de 1 ' hexane (50 mL) . Le precipite est filtre, lave 
avec de 1 ' hexane et crsitaliise a partir d ' ethanol/ toluene . 
On obtient des cristaux j aune fonce (63%) , PF > 330^C ; ir 
(Kbr) : 3340 (NH) , 1660 (C=0) ; ^H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) : 
5 (ppm) = 3,58 (s, 2H, CH^) , 3,81 (s, 3H, OCH3) , 3,88 (s, 

25 3H, OCH3), 6,90 (S,1H), 7,31 (s, IH), 7,31 (s, IH) , 7,59 
(d, IH, 9,2 Hz), 8,05 (dd, IH, 3,9/2,3 Hz), 8,69 (d, IH, 2,0 
Hz), 9,94 (s, IH, lactame NK) , 12,32 (s, IH, indole ^TH) ; 

(353,35) ; Calc. C 61,2, H 4,3, M 11,9 ; trouve C 
60, 9, H4, 4, 11, 8 . 



30 
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gxemple 4 : 2,2 - Dimeuhoxy- 6«oxo-5 ^ 6,7, 12 - tetraJiydro-indolQ 

[3 , 2-dl [1] benzaztipiae-9 -carbonitrile (9-cyaiio-2 ^ 3 - 

dime tlioxyp au 1 1 on e ) 




CN 



La 9-3romo-2, 3 -dimecho:<:y-7 , 12 -dihydro- indole [3, 2-d] [1] 
benzazepine-S (5H) -one (387 rag, 1 rnmol) et du cyanure de 
cuivre (I) (179 mg, 2 nunol) sont mis a reflux pendant 2 h 
dans de la ' N- methyl -2 -pyrrol idone (10 mL) . Apres 
refroidissement a temperature ambiante, on ajoute de 1 ' eau 
(10 mL.) et \e melange reactionnel est soumis a agitation 
pendant 15 min . Le precipite est eiimine par filtration et 
soumis a agitation pendanc encore 15 min. dans un melange 
d'eau (10 mL) et d'ethylene diamine (2,5 mL) . Le precipite 
est eiimine par filtration, lave avec une solution aqueuse 
a 10% de cyamure et cristallise a partir d ' ethanol/ toluene . 
On obtient des cristaux incolores (40%) , PF > 33a*'C / ir 
(Kbr) : 3300/3200 (NH) , 2220 (CN) , 1660 (C=0) ; ^H-RMN 
(DMSO-dg, 400 MHz) : 5 (ppm) = 3,53 (s, 2K, CHj) , 3,80 (s, 
3H, OCH,), 3,87 (s, 3H, OCH3 ) , 6,89 (s,lH), 7,29 (s, IH) , 
7,49 (s, IH) , 7,49 (dd, IH, 8,6/1,5 Hz), 7,58 (d, IH, 8,2 
Hz,), 8,27 (s, IH) , 9,89 (s, IH, lac tame NH) , 12,10 (s, IH, 
indole NH) ; C,3H,sN,03 (333,36) ; Calc . C 68,5, H 4,5, N 
12,6 ; trouve C 58,0, H 4,5, N 12,0. 
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Exemple 5 : T-bromo-S- (4 -nitrophenylhydrazono) -4 ^ 5-dihydrQ~l- 
H" [llbenzazepin-2 (3H) -one 

On soumet a agitation, dans de I'acide acetique 
glacial (10 ml), pendant Ih a 70**C, de la 7-bromo-lH- 
5 [l]ben2azepine-2, 5 (3H, 4H)dione (254 mg, Immole) , (Kunick C. 
(1991), Arch. Pharm. (Weinheim) 324, 579-581, du chlorhydrate 
de 4-nitrophenylhydrazine (284 mg, l,5inniole), et de 1 ' acetate 
de sodium (123 mg, 1,5 mmole) . 

Apres ref roidissement a temperature ambiante, le 
10 melange est verse dans une solution, aqueuse d' acetate de 
sodium 5% (20 ml) . Le precipite est recupere par filtration, 
lave avec de .I'eau, et cristailise a partir d*ethanol. On 
obtient des cristaux jaunes, avec un rendement de 52%; PF 
300*^0 (dec,,); IR (KBr) /3220 (NH) , 1670 (C=0) ; RMN^"^H 
15 (dimethylsulfoxyde-d.i, 400 MHz) : 

- 6 (p.p.m.) = 2,56-2.59 and 3.02-3.06 (m, AA'XX', 
4H, CH:-CH:), 6.99 (d, IH, 8,1 Hz), 7,33 (d, 2H, 9.2 Hz), 7.56 
(dd, IH, 8.7/2.6 Hz), 7.75 (d, IH, 2.0 Hz), 8.16 (d, 2H, 
9.6 Hz), 7.56 (dd, IH, 8.7/2.6 Hz), 7.75 (d, IH, 2.0 Hz), 8.16 
20 (d, 2H, 9.6 Hz), 9.87 (s, IH, NH) , 10.19 (s, IH, NH) ; 
Ci6Hi3BrN;0i (389.22) ; Calcd. C 49.4, H 3.4, N 14.4, Br 20,5 ; 
Found C 49.1, H 3.4, N 14.1, Br 20.2. 

Exemple 6 : 7 , 8-dimethoxy-5- (4 -ni trophenylhydrazono) -4 ,5- 
dihydro-lH- [ 1 ]ben2azepin-2 (3H) -one 
25 On soumet a agitation, dans de I'acide acetique 

glacial (10 ml), pendant Ih a 70*^0, de la 7,8 -dimethoxy-lH- 
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[l]ben2azepine-2, 5 (3h, 4H) dione (235 mg, 1 mmole) , (Schultz C. 
et al, (1999) J.Med. Chem. , 42, 2909-2919), du chlorhydrate de 
4-nitrophenylhydra2ine (569 mg, 3 mmoles) , et de I'acetate de 
sodium (24 6mg, 3 mmoles) . 
5 Apres ref roidissement a temperature ambiante, ie 

melange est verse dans une solution aqueuse d' acetate de 
sodium 5% (20 ml) . Le precipite est recupere par filtration, 
lave avec de I'eau, et cristallise a partir d'ethanol. On 
obtient des cristaux jaunes, avec un rendement de 60%; PF 
10 286°C (dec); IR (KBr)/3260 /3180(NH), 1680 {C=0) ; RMN-'H ( 
dimethylsulfoxyde-d.:, 400 MHz) : 

- 5 (p. p.m.) = 2.53-2.56 and 2.99-3.03 (m, AA'XX', 
4H, CH:-CH:), 3.77 (s, 3H, OCH3) , 3.81 (s, 3H, OCH3) , 6.65 
(s, IH) , 7.^0 (s, IH) , 7.32 (d, 2H, 9.2 Hz), 8.13 (d, 2H, 
15 9.2 Hz), 9.53 (s, IH, NH) , 10.06 (s, IH, NH) ; Cl.:,Hi:^N .Os 
(370.38) ; calculated. C 58.4, H 4.9, N 15.1 ; found C 57.8, 
H 4.9, N 14.8. 

Example 7 : Etude de 1 'inhibition de GSK-Sg, de CDK5/p35 et 
de CDKl/cycline B par les paullones . 

. Als terpaullone 

L'activite de 1 * als terpaullone a ete etudiee sur 
plusieurs kinases hautement purifiees. 

Les activites kinases ont ete determinees ave un 
substrat approprie (GSK-33: GSl peptide; CDKs : histone HI) 
en presence de 15 ^iM d'ATP et a des concentrations 
croissantes en alsterpaullone et kenpaullone. 

L'activite est exprimee en pourcentage de 
I'activite maximale. 
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Les resultats obtenus sont donnes sur la figure 1 
et dans le tableau 1. Les valeurs de IC50 ont ete calculees k 
partir des courbes dose/reponse eC sont exprimees en \xM. 
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Tableau 1 



(<0.0I mM{ 



), 0.01 - 0.1 nM( 1^ ),0.1-ImM( I-IOjiM( gj)>IOMM( 



Enzyme 


Alsterpaullone 
IC50 (^M) 


curwi/cycnn r> 




CDJvz/cycIin A 




CDK2/cyclin E 




CDK4/cyclin D 1 


> 10.000 J 


CDIC5/p35 




GSK-3 a 


0.004 


GSK-3 P 


0.004 


erkl 


22.000 


erKZ 


4.500 


c-raf 


> 10.000 


MAPKK 


> 100.000 


c-jiin N-terminal kinase 


> 10.000 


protein kinase C a 


> 100.000 


protein kinase C pi 


> 100.000 


protein kinase C p2 


> 100.000 


protein kinase C y 


> 100.000 


protein kinase C 5 


> 100.000 


protein kinase C £ 


> 100.000 


protein kinase C t| 


> 100.000 


protein kinase C ^ 


> 100.000 


cAMP-dependent protein kinase 


7,000 


cGMP^dependent protein kinase 


> 100.000 


casein kinase 1 


> 100.000 


casein kinase 2 


> 100.000 


insulin receptor tyrosine kinase 


> 100.000 



10 



On constate que la plupart des kinases testfees 
sont faiblement ou pas du tout inhibSes (IC50 >10 fM) - 

On notera qu'en plus de I'effet sur la 
CDKl/cycline 1 » alsterpaullone inhibe la CDK2/cycline A, 
la CDK2/cycline E, la CDK5/p25 et la GSK-3a/GSK-3P {IC50 
respect ivement de 15, 200, 4 0 et 4nM) . 
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. Autres paullones selon la formule I 

Dans les tableau:< 2A et 23 donnes ci-apres et sur 
la figure 2, on a rapporte I'effec inhibiceur de paullones 
utilisees selon i'invencion vis-a-vis de GSK-3P, CDK5/p25 
et CDKl/cycline 3. 
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TABLEAU 2A 



iNumcro Composes 

98 N lis aLcerpauUong (9>NiKropauIlone} 

98 N 210 9-cyanopaullone 

98 N 3i6 2.3-<limeihox,y-9-niiropaulJone 

98 N 2t7 9>cyano-2.3-dtmcthoxypaullon« 

96 iN 619 k€nf?auilorte (9-3romopauUunc) 

97 N 343 9-chlorop3uUone 

97 |V 487 9-crinuoromechy]pauUone 

98 iN 357 3.(6-OAO-9-tfinuoromcihyl-5.6.7.l2-ietrahyciro- 

indoloC2-3-</lC I Jb<32azepin-2 y D-propicniirilc i B) 

98 N 002 2.3-dirncihoxy-9-crifluormethylpauUone 

98 N (U8 9-bromo-l2<m<thyloxycart)onytmeihylpaullone 

97 N 353 9-rtuoropauUonc 

97 CM 6()S 9-bfomo2J-(iifnethOAypauUonc 

97 N 4iJ3 9*bromo-2J'£lihydfOAypaulJoiie 

97 N 352 9-cncihylpaullonc 

97 N 343 lO-bromopauUone 

97 N 3ia 2-bromopaulIone 

97 jsr 304 1 1 -cWoropauJlonc 

98 N 351 2-(3-hydnD*y-l-propinyl)-9.trifluOfOfncihylpaullonc tC) 
98 N 354 2.bramo-9-nLtropauUone 

98 N 259 2-iodopauilone 

98 N 05 1 9-bromo-l2-{2-hydroxyethyl)-pauUone 

98 N 21 1 9-bromo-l2-nicthyIpauUonc 

98 N 350 (£^-3-( 6-oxo-9-(ritluoromcthy 1-5.6,7. !2-teuahyclm- 
indolo(2-3-£flCiI^O-^cpiD-2-yl)-acryloaitriIc (E) 

97 N 4^56 9-bromo-5-(tncthylo*ycafbooylmethyiJpaullon< 

98 N 223 1 l-methylpauJlonc 

97 N 317 patdlone (A) 

98 N 225 I l-cihylpauUonc 

98 N 216 9-bromcH7,12-dihydxT>^(hydro)LyaminoVincloloC2-3-«fl[llbcnzazepinc ^F) 

97 N 609 2.9-dibromopaullooc 

97 N 347 1 1 -bromopaullone 

97 N 485 2.3-dimcihoxypaullonc 

98 N 262 CH)-3-(6-OAC>-9-criiliiOfomethyl-5.6,7.12-icuahy*JxT>- 

indolo(2-.3-<0CIlbcnzazepia-2-yl)-acryUc acid methyl ester iD) 

97 N 6 10 9-bromo-7.12-dihydrD-6-mcthy lthio-indo(oC2-3-<fl[l Ibcarazepinc (C) 

98 N 35S (£)-2-<3-OAO-l-butcnyi)-9-trinuoromethylpauilone tH> 
98 N 2 1 3 9-bfOino- 1 2-eihy IpauUonc 

97 ^ 612 9-bfDm<>-7J2-dihydro-ifldolo(2-3-f/l[I lbenza2cpinc-6(5«>-ihione (0 

98 N 047 2-brorno-9-trinuoro(nethylpaullone 

98 N 349 2-C2-(l-hydro*ycyclohe*yO-«hinyn-9-trifluoromcihylpauIlonc t J> 

97 N 613 9-bfomo5-methylpauUooe 

97 N 351 9-methoxypaullooe 

98 N 236 2-iodo-9-triauoromethyIpauUone 

98 N 046 9-bromol2-(/r/T.-butylo*ycarbooyl)-pauiIone 

98 N 212 9-bromo-]2-(2-propcnyl)-paullone 

97 N 482 9-bromo-4-hydroxypauilooe 

98 N 049 8.10-dichion3paulloae 

98 N 001 5-benzyl-9-bromopaiillone 

97 N 607 9-brofno-4-methoxypaullone 

98 N 224 9-bfomo-5-<thyIpaulIone 

98 N 209 9-bromo-5,7-bis-(wrT.-butyloxycafbonyl)-pauHone 

97 N 484 4-cnechoAypatitloae 

98 N 347 9-bromo-5.6.7, 12-ietrahydn>-bcnzoC6-71cyclohepi( 1 J-^|indole ( K) 

98 N 2 14 2-phenyl-4-(2^enyl>.5//-pyrido(2-3-<n[ 1 Jb<nza2epine-6(*7fn-<hione (L) 

98 N 208 9-bromo-5,7.12-cri-<f«rt.-butyloxycarbonyl>-paullone 

97 N 6 1 1 9-bromo.5. l2-bU-(f*n.-butylo.\ycarbony 0-paullonc 
9S N 220 4-(4-chtoiophcnyn-2-(2-naphthylV 

5ff-pyrido(2-3-tfnC * lbcnzazeptnc-6t 7^0-thionc 

98 N 348 5.6.7. 12-tetra^yd^>.ben^or6-71cyclohcp^C 1 .2-olinclole i V) 



GSK3 



CDKI 



0 Q(V|4 


0.035* 


O.O-iO* 


0 010* 


0.024* 


0.044* 


\fAi 1 J 


0 02^* 


0.021* 


0 018* 


0.044" 


0.060* 


0.023* 




u.a^ii 


0.0r24» 


o.accr 


0.800* 


0.030* 


OAOCf 


0.600* 


0.033* 


1 j.ijtti 




'.I.U / J 


0 ''80* 


0.430* 


U.U/ J 


I 400*^ 




IJ.lJOll 


1 /yw* 


1.300** 


0. lOO^ 


w.ZIAJ 


OoOO* 


0. 120* 


j.xnAi 


8.000** 


0. 130* 


1 fWI'* 
_.IaX 1 


6J00* 


0.140* 


1.300* 


2.700* 


0.200* 


3.300r» 


5.000r' 


0.200* 
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4.C00* 
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4J0O* 
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85O.0O0r* 
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350.000* 
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33.000* 


270.000* 


16.000^ 
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400.000* 


24.000" 
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300.000^ 
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> lOOOF. 
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Dans le tableau 23, on indique egaletnent les IC50 
pour GSK3, CDKl et CDK5 pour d'aucres derives de pauilones 
utilises selon 1' invention. Les significations presentees 
par les substicuants sont indicrues/ pour chague compose 
lorsqu'il ne s'agit pas d'un atome d'hydrogene. 



Tableau 2B 



Composes 


GSK3 


CDKl 


CDK5 


X ^ -SCH3 ; = • -Br 


0, 034 


43 , 000 


160, 000 


Y = residu thiazolyle; = -Br 


0, 120 


0, 600 


4, 000 


R^ = -CH = CH-CO-CH:i ; r' = -CF3 


0, 350 


4 , 300 


15, 000 


R' =: R" -F 


0, 400 


3 , 400 


10 , 000 


Y = thiazolyle ; R^ = -CI 


0, 400 


0, 500 


5, 000 


Y = thiazolyle ; R^ = -CH3 


1, 300 


4 , 000 


40, 000 


R^ = = -OH 


2 , 200 


32, 000 


42 , 000 


R^ = -I ; R^ = -Br 


4 , 200 


0, 320 


30, 000 


2 = pyridyle 


5, 500 


2, 200 


3, 300 



wo 01/60374 



28 



PCT/FROl/00455 



Pour comparer les effets des composes accifs sur 
GSK-3P et les CDKs, on rapporte sur les figures 3A a 3C les 
valeurs de ICgo vis-a-vis de chaque enzyme (CDKl/cycline B, 
CDK5/p25 et GSK-3P) en fonction des valeurs de ICg. vis-a- 
vis des 2 autres kinases. 

Cette analyse montre que les efficacices des 
paullones vis-a-vis de CDKl et CDK5 sont tres liees, et le 
sont beaucoup moins vis-a-vis de GSK-3P et des CDKs . 

Bxemple 8 ; Btude de 1 ' inliibi tion par les paullones de GSK- 
33 par competition avec I'ATP. 

On rapporte sur la figure 4 les donnees 
cinetiques d€^, determination de I'activite de GSK-3P a 
differentes concentrations en alsterpaullone . Les accivites 
enzymatiques sont decrites comme determine ci-dessus. 
Figure 4A : courbe primaire 1/V verses l/ATP. Les 
concentrations en ATP dans ce melange react ionnel varient 
de 0,5 a 4 ^M. La concentration en GS-l est maintenue 
constante a 4 /iM. Dans I'encadre, on a represente les 
pentes en fonction de la concentration a partir des courbes 
primaires. La constante d' inhibition apparente (Ki) est 
indiquee par une f leche . 

Les experiences de cinetique demontrent que 
1 ' als terpaullone est egalement en competition par rapport ^ 
I'ATP pour la liaison sur GSK-3p. 

La constante d' inhibition apparente Oci) est de 

20nM. 
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Exemple 9: Etude de 1 'inhibition par 1 ' alsterpaullone de la 
phosphorylation de tau In vitro et In vivo par GSK-3B > 

L'effet inhibiteur de 1 ' alsterpaullone sur 
I'activite de la GSK-3P a ete determine sur une proteine tau 
liant les microtubules. La proteine tau humaine recombinants 
exprimee dans des bacteries peut etre phosphorylee in vitro 
par GSK-33 et cette phosphorylation est inhibee d'une maniere 
dose-dependante par 1 ' alsterpaullone avec une IC^^:, voisine de 
33nM- 

On a rapporte sur la figure 5A les resultats de la 
resolution par SDS-PAGE, suivi d ' une autoradiographie . Sur la 
figure 53, on donne les resultats obtenus avec des cellules 
Sf9 exprimant htau23 (temoin non traite) , ou exposees a 
1 ' alsterpaullone ou a 1 ' aminopurvalanol pendant 3 h. Les 
lysats cellulaires (3 jig htau23) sont resolus par SDS-PAGE, 
colores au bleu de Coomassie ou soumis a un immunoblot avec 
differents a^iticorps : K9JA (anticorps pantau) qui reconnait 
tau independamment de la phosphorylation, ATIOO, qui 
reconnait tau phosphorylee sur Thr212 et Ser214, cette 
reaction etant tres specifique de la proteine tau 
d'Aizheimer, PHF-1 (phosphoryle sur Ser396/Ser-404 , ATS 
(phosphoryle sur Ser202/Thr205) , et AT130 (phosphoryle sur 
Thr231/Ser235) . 

Exemple 10 : Etude de 1 'inhibition de la phosphorylation de 
DARPP--32 par CDKS In vivo. 

Le role de la proteine DARPP-32, en tant que 
substrat physiologique de CDKS/p25, a ete recemment identifie 
par Bibble J. A. et al,(1999) Nature, 402, 669-671. Cette 
proteine devient un inhibiteur de PKA lorsqu'elle est 
phosphorylee sur Thr75 par CDK5/p25. In vivo, on n» observe 
pas de phosphorylation sur ce site dans les tissus p35V". 
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Pour determiner la capacite inhibitrice de CDK5 dans le 
cerveau de 1 ' alsterpaullone, on a traite des coupes de 
striatum (region du cerveau exprimant DARPP-32) avec 
differentes concentrations en alsterpaullone . Les coupes ont 
5 ete incubees avec 0,1, 10 et 50 |iM d ' alsterpaullone, pendant 
60 mn. Le taux de phophorylation de DARPP-32 sur Thr75 a ete 
controle par Western blot avec un anticorps phospho- 
specifique et evalue par quantification des empreintes. Les 
resultats obtenus sont respectivement representes sur les 
10 figures 5A et 5B. On constate que 1 ' alsterpaullone est 
capable d'inhiber la phosphorylation de DARPP-32 in situ. 

Example 11 : preparation d'une gelule en utilisant la 9- 
nitropaullone comme principe actif , 

15 

On melange 20 mg de 9-nitropaullone avec les 
excipients classiquement utilises pour la fabrication de 
gelules. 



10 



15 
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RSVSOT)! CAT I ONS 

i. Utilisacion. pour la f aibr ication de medicamer-cs 
inhibiteurs de la GSK- 3P de derives de paullones repondanc 
a ia formule generale (I) : 




(I) 



dans lacruelle 

- X reoresente un groupe C = O.C-S-CH^ , C-S, 



-C-N-KOH ; 



- Z represente C ou N ; 
20 - Y represente, avec le cycle adjacenc, un residu 

phenyle ou thiazolyle ; 

le ou les cycles constituant ces derives ecant le cas 
echeant substitues par un ou plusieurs : atomes d'halogene, 

25 groupes hydroxy, alkylenehydro:cy , alcynealkylenehydroxy , 
alcynehydroxycyclohexyie . alkyle , alko:cy , alkylenealkoxy , 
alkylenecyano, le groupe alkylene etant sature ou insature, 
ces radicaux ecant a chaine droite ou rarr.ifiee, en CI a 
CIS, ladice chaine ecanc le cas echeant: subst^cuee par un 

30 ou plusieurs groupes hydroxy ou a.-nino ; un ou plusieurs 
groupes cr i f luorome thyle ; -COM ; -CCOlM ; ou -CH:CCOiM 
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(avec M representant ljti acome d'hydrogene, un groupe alkyle 
en Cl a C18, a chaine droice ou ra-Tiifiee, substituee ie cas 
echeant: oar un ou plusieurs groupes hydrorcy et:/ou amino) ; 
nicroso; nitro ; ou cyano ; 

- reoresente un atome d'hydrogene ou un groupe 

alkyle en a C5, 

represente un acome d'hydrogene ou un 

groupe - C - CO, - ( CH3 ) 3 ; 

et: les sels de ces derives physiologiquement 

acceptables . 

2. dtilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que les derives de paullone repondenc a 
la formule (II) : 




(II) 



dajis laqxielle, 

- X, et R*^ sont tels que definis dans la 

revendication 1, et 

- R" a R**. r'^ a R^^, identiques ou differents. 
represent ent un atome d'hydrogene, d»halogene (F, Cl , Br, 
I) , un groupe hydroxy, alkylenehydroxy , 
alcynealkylenehydro:<y, alcynehydroxycyclohexyle , alkyle, 
alkoxy, alkyleneaikoxy , alkylenecyano , ces radicaux etant a 
chaine droice ou ramifiee, en Cl a C13, le groupe alkylene 
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etant sature cu insature, ladice crialne etant le cas 
echsaLnt: siibstituee par un ou plusieurs groupes hydroxy ou 
amino ; un groupe trif luoromethyle; un groupe -COM; -COOM; 
ou -CH2COOM, {avec M reprsssntant un aticrne d • hyarogene , un 
groupe aikyle en CI a Cia, a chaine croite cu rainifiee, 
substituee le cas echeant: par un ou plusieurs groupes 
hydro:cy ec/ou amino) ; un groupe nitroso; un groupe nicro ; 
ou un groupe cyano ; 

ec les seis physiologiqoieirient acceptables de ces 

derives . 

3, Utilisation selon. la revendication 1, 
caracterisee en ce qpae les derives de paullone repondent a 
la formule (III) , 




dans laquelle les substituants presentent les 
significations donnees dans la revendication 2 en rapport 
avec la formule (II) . 

4. Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que les derives de paullone repondent a 
la formule generale (IV) : 
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(IV) 



dans "laquelle les subscicuancs presencent: les 
significations donnees dans la revendication 2 en rapport 

avec la formule (II) . 

5. Utilisation selon 1 ' une quelconque des 
revendicacions 2 a 4, caracterisee en ce que X represents 

C = ^ 

6. Utilisation selon selon 1 ' une quelconque des 
revendications 2 a 4, caraccerisee en ce que X represente 

C-S-CK3 ou C-S. 

7. Utilisation selon selon 1 • une quelconque des 
revendications 2 a 4, caracterisee en ce que X represente 
-C-NHOH. 

8. Utilisation selon la revendicaiotn 2 ou 3 , 
caracterisee en ce que les derives de paullone repondent 
aux fonuules (II) ou (III)/ 

avec choisi parmi -NO,, -CN,-C1, -Br, 

alkyle en CI a C5 , en particulier methyle, ou un atome 
d'hydrogene, R" et/ou choisis parmi alko:cy (en C^. a C3 
pour le radical alkyle) et notainment methoxy, 
alkylenecyano, vinylalko:<y , ou propylene, les autres 
substituants ecanc de I'hydrogene, 
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9. Utilisation selon la revendication 8, pour la 
fabrication de medicaments selectivement inhibiteurs de 
GSK-3P, de CDKl et de CDK5 , de derives de paullones de 

formule (II), selon la revendication 2, 

dans laquelle X = CO, est choisi parmi -NO^, - 
CN, -Br, -CI, -CFj, H, et . et/ou r"* representent H, alk:o:cy 
en C^-Cs, notaiTinent ' metho:c/, alkylenecyano , nocaznment 
methylenecyano, les autres substicuants etanc de 
1 ' hydrogene . 

10. Utilisation selon la revendication 9, 
caracterisee en ce que X =CO, represence -NOj, -CN, -3r, 
-CI ou -CF3 les autres substituants representant de 
1 ' hydrogene . 

11. Utilisation selon la revendication 9, 
caracterisee en ce cjue X=C0, presente les significations 
ci-dessus et R" et R^ representent tous deux un groupe 
alcorcy en C. a C5 , notamiuent methcicy, ou R' represence un 
grouoe alk vlenecvano , nocaLrrjnent echylenecyano . 

12. utilisation selon la revendication 5, 
caracterisee en ce que R^ est tel que defini dans 1 ' une 
quelconque des revendicat ions 8 a 11, et represence en 
particulier un atome d'halogene, notamment de brome . 

13. utilisation pour la fabrication de 
medicaments inhibiteurs de GSK-sp. de CDKl ec de CDK5, de 
la 9 -nitro-7, 12-dihydroindolo[3 , 2-d] [l] -benzazepin- 5 {5K) - 
one , 

14. Utilisation pour la fabrication de 
medicaments selec t i vemenc inhibiteurs de GSK-33, de 
paullones de formule (II) selon la revsndicac ion 2, dans 
laquelle X = SCri^ defini dans 1 ' une 
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quelconque des revendications 8 a 11, et represente en 
particulier un atoitie d'halogene, notamment de brome. 

15- Utilise tior. pour la fabrication de medicaments 
inhibiteurs de GSK-Sp, CDKl et CDK5, avec une selectivity 
5 plus grande vis-a-vis de GSK-3P et de CDKl, des derives de 
paullones de formule (III) selon la revendication 3, dans 
laquelle R.% est tel que defini dans 1 ' une quelconque des 
revendications 8 a 11, les autres substituants representant 
un atome d'hydrogene. 
10 16. Utilisation selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 15, caracterisee en ce que les medicaments 
sont prepares pour une administration par voie orale, sous 
forme de gelules, comprimes, dragees ou capsules. 

17. Utilisation selon 1 ' une quelconque des 
15 revendications 1 a 15, caracterisee en ce que les medicaments 
sont prepares pour une administration par voie injectable, 
sous forme de solution. 

18w Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications -1 a 15, pour le traitement de pathologies 
20 impliquant GSK-3|3 et CDK5. 

19. En tant que nouveau compose la 9-cyano-2,3- 
diniethoxypaullone . 
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activice kinase 

(% dans Tactivire ma-ximun) 
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Figure 4 



wo 01/60374 



5 / 7 



PCT/FR01/004S5 



Tau 



O O r-^ CO CD CO O 



concentration en alsterpaullone (nM) 



Fisiure 5 A 
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Figure 5B 
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